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Biologisches Material frei von viralen und mole- 
l^l^^thn g.nen und Verf ahren_ zurjjej^teJJ^ 

Die Erfindung betrifft ein bioiogisches Material, das frei von 
oestinunten Pathogenen, insbesondere von viralen Pathogenen tat. 
sowie ein Verfahren zur Abreicherung von viralen und molekularen 
Pathogenen aus einem biologischen Material. 

Die Herstellung von therapeutischen Proteinen und Praparationen 
durch Extraktion aus humanen oder tierischen Geweben oder Flus- 
sigkeiten, wie Dlut oder Plasma, sowie aus kontinuierlich wach- 
senden transf ormierten Saugerzellen ist haufig «it dem Rxsxko 
der potentiellen Kontamination durch Pathogene, wie Viren, vx- 
rus-Shnliche Partikel oder Prionen behaftet. Es mussen daher 
MaBnahmen getroffen werden, daB moglicherweise vorhandene Patho- 
gene nicht auf den Menschen ubertragen werden. 

Menschliches Blut bzw. Plasma z.B. kann Viren enthalten, die 
Krankheiten wie AIDS, Hepatitis B oder Hepatitis C verursachen. 
Bei Plasmaproteinen aus Plasmapools ist das Risiko, infektxose 
Agenzien wie Viren zu ubertragen, aufgrund der Selektion von 
Blut- oder Plasmaspenden und des Herstellungsverf ahrens sehr ge- 
ring Geeignete MaBnahmen, wie den AusschluB von Blutspendern, 
die ein erhohtes Risiko aufweisen, von der Blutspende sowie Ana- 
lysen von Blut- oder Plasmaspenden, die es ermoglichen, xnfek- 
tiose Spenden zu erfassen und von der weiteren Verteilung auszu- 
scheiden erlauben zwar die meisten infektiosen Spenden zu elx- 
minieren, konnen aber zumeist nicht alle erfassen. Existierende 
Testsysteme zum Nachweis von infektiSsen Viren in biologischen 
Materialien lassen Bedenken der potentiellen Obertragung der 
Pathogene nicht immer ausschlieBen, da es bei dem breiten Spek- 
trum von infektiosen Pathogenen unmoglich ist, das Ausgangsmate- 
rial auf alle Viren oder molekularen Pathogene, die in einer 
Probe vorhanden sein konnen, zu testen. Zudem erfassen die mei- 
sten Tests nicht das Virus, sondern gegen das Virus entwickeite 
AntikSrper, so daB im Zeitraum des sogenannten "diagnostischen 
Fensters" kein Nachweis einer Kontamination erfolgen kann. Fur 
einige Virusgruppen gibt es auBerdem keine zuverlaflige oder ge- 
, .. , f , + ». r ^,. ohwoVi nnupntwir.kplto Testver- 
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s nd Lib* die unsicnerneit. daB ein negatives 

aufg und eines ,u geringen virusgehalts. der unterna b der 

^vibabsgrenze des Tes,ss y te m s liegt, erbalben wird. 

Es wrf e„ daner £ Ur die Herstellung von pba™a,eu t iscben und 

Zr^Zr^ -e^sen BarbiKel ^ „ e™a«en 
sind. 

v« s cbiedene mafctivierun.sverf abren basieren eu f einei pbysiKa- 

Pasteurisieren. Behandeln KO „ h±nation e ines Lbsungsmit- 

und UV-bicbt, Bebandein - ° Beiichten ^ 

tel s end eines D e« r gens , ^ S °« ^ Substanz _ 

rt rdlefen V ablen wu.de eine virusinaKbivierung bis 
TlTlo I -eicbb. 0- Hiii-en, des — ivie =er - 
ah ens ,ann ,edocb, abb.ngig vo m Virusbvp. vari i«en O 

inaKtiviert < Prowse C. 1994. vox Sang. 67.191-196). 

• * t rtes maKtivierungsverfahrens kann aucb einen EinfluB auf 
Dl e Art des inaktivi stabilisie rung zur Mini-ierung des 

die ^,1— — — — 

:r:riii::i:i g ;:i rf a hr e n - — 

setzte Chemikalien zu entfernen. 

Verfah.cn zur virus-breicherung u.fassen insbesondere cbro.ato- 
Verfahrcn Filtratio n von Proteinlosungen uber einen 

graphische Verfahren, Filtration ^ 
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anschlieBendes Entfernen der festen Phase, wie in der 
EP-0 679 405 beschrieben. Es wurde jedoch festgestellt. daB die 
Behandlung .it einer festen Phase, wie z.B. .it Aerosil-, zwar 
eine Entfernung von HIV bis zu 4 log-Stufen aus einer Inununglo- 
bulin-haltigen L6sung erlaubt, der Verlust von XgG jedoch bx. zu 
42% betragen kann (Gao et al . 1993. Vox Sang 64:204-209). Fur 
de n groBtechnischen Ansatz ist bei diesen hohen Verlustraten ein 
solches Verfahren daher eher ungeeignet. 

Bei der Ultrafiltration erfolgt die Virusabreicherung durch 
einen auf dem GroBenunterschied von Viruspartikeln basierenden 
Effekt. Von Bechtel et al . (1988. Biomat. . Art. Cells, Art. Org. 
16-123-128) wurde gezeigt, daB fur Viren verschiedener GrOBe 
(EMC- 30-50 n». Sindbis Virus: 50-70 nm und VSV 80-100 run) in 
alien Fallen eine Virusabreicherung von 3,3-3,5 log-Stufen er- 
reicht wird und die Abreicherung durch Ultrafiltration damit 

. , . i pkt i v ist. 

unabnangig von der Virusgroue una mu.i 

Konventionelle Membranf ilter haben aufgrund der AusschluBgroBe 
von ungefahr 0,1 m»- 0,2 ^ den Nachteil, daB die meisten Viren 
den Filter frei passieren konnen. Die Entwicklung von Nanofxl- 
tern mit verschiedener nominaler AusschluBgroBen von 15-75 nm 
Oder 70-160 kD haben zur Moglichkeit geftihrt, Viren bis zu einer 
GroBen von 28 nm zuruckzuhalten (DiLeo et al. (1991). Nature 
w 470-421 DiLeo et al . (1992). Bio/Technology 10:182-188, 
Burnouf-Radosevich et al . (1994). Vox Sang 67:132-138, Han.an.oto 
et al. (1989). Vox Sang 56:230-236). 

Die Verwendung von Nanofiltern zur Virusabreicherung erlaubt es, 
eine schonende Methode anzuwenden, bei der keine VerSnderungen 
der Endprodukte auftreten und auch Viren kleiner GroBen aus 
einem biologischen Material entfernt werden k6nnen. Hoffer et 
al ( 1995. J. Chromatography B, 669:187-196) beschreiben em 
Verfahren zur Virusabreicherung basierend auf Tangentialf luB- 
Filtration zur Herstellung eines Faktor IX-Konzentrates mit 
Viresolve«-Membranen der AusschluBgrOBe von 70 ku und fanden 
einen Reduktionsf aktor von 3,5 log-Stufen fur umhullte Viren und 
von 7 2 log-Stufen fur nicht-umhullte Viren. Sie stellen jedoch 
fest/daB hochmolekulare Produkte von diesen Filtern zuruckge- 
nl „. f ,.,.nro" ri* norinnnni MoT ekulargewicht , wie 
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T v tor Faktor XI konnen Nanofilter mit einer Aus- 
etwa Faktor IX oder Faktor a nassie ren (Burnouf- 

schl uB g r 0 Be 15 una 35 n. * ~ >t 

- i ,1994). Vox Sang 67. -l- 30 ' 
padosevich et .1. < 1 ' 94 ' Pro dukte -it grOBeren, Moleku- 

( 1995 >. Acta Hae.atol. 94 2 • zu 2>000 kD ) 

— - i - m KI - 

Parvovirus, sxnd. rst dane Nar> ofilter mit kleiner 

ge rin S er M olekui g r 6 Be, die auch ernen ^ d±e Ver . 

Aussch lu Bgr eBe £ rei P"^^"^^ v on 15 nm sicnert 

— r;:«e::: 9 TOn ™ - r - nr - - 

die Nanofiltration -it FUttr p ro telne mit hohem Mo- 

- — v ° n n r; i r; -r- - 

Da6 fU r Viren ^^J^ ^ 

Nanofiltration dar. Die ^ Qf virology 

« ag t 40-50nm <»urpny et a 1 (1 . ^ . symposiu m on 

10:424). Muchmore et al . << ^ ste llten jedoch fest. 

vlr al Hepatitis and Liver Disease^ Tokyo) ^ ^ ^ 

daB eine Hansen £ U h rt. Oie m*,- 

filter, zu einer HCV Inte . iedene r viren beschrankt 

• K-ntst der GroBe verschiedener v 
iiche varxabxlitat filtratlon zur Virusabreicherung und 

Unsicherheitsfaktor in sich. 

Es .stent daner ein Be.ri "^^^^T 
den ,ur sioheren — ™ J^^. die ml r phar 
rt1p mfektionsrisiken fur Patrenten ve ^^ hen . hu . 



WO 97/40861 



- 5 - 



PCI7AT97/OO075 



manen Ursprungs oder hergestellt uber ein gentechnisches Ver- 
fahren aus zellkulturen, behandelt werden. 

Ebenso besteht Bedarf an virussicheren, pathogenf reien biologi- 
schen Produkten, bei denen durch das Herstellungsverf ahren schon 
sichergestellt wird, daB kein Pathogen ubertragen ist und das 
Verfahren schonend genug ist, damit die biologische Aktivitat 
der Produkte weitgehenu unbeeintrfichtigt bleibt. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein biologi- 
sches Material, das gegebenenf alls hochmolekulare pharmazeutisch 
relevante Proteine enthalt, und frei von bestimmten viralen und 
molekularen Pathogenen ist, sowie ein Verfahren zur Herstellung 
eines solchen biologischen Materials, zur Verfugung zu stellen. 

Ein wei teres Ziel ist, ein biologisches Material zu gewinnen, 
das sicher virusentf ernt und frei von sieiviren ist, wobei ein 
Reduktionsfaktor von >10 7 erreicht wird - in Analogie zu bakte- 
riendichten Filtern. 

Die Aufgabe wird erf indungsgemaB dadurch gelost, daB ein biolo- 
gisches Material, das sicher frei ist von bestimmten Pathogenen, 
zur Verfugung gestellt wird, das dadurch gewonnen wird, daB min- 
destens ein in einem biologischen Material enthaltener Ligand 
oder Rezeptor mit einem Rezeptor oder Liganden eines bestimmten 
Pathogens reagiert, versetzt wird, wodurch ein Ligand/Rezeptor- 
Komplex des komplexierten Pathogens entsteht. Der Ligand/Rezep- 
tor-Komplex wird anschlieBend durch ein Verfahren, das die teil- 
weise oder vollstandige Abtrennung des komplexierten Pathogens 
erlaubt, aus dem biologischen Material entfernt. 

Der Ligand oder Rezeptor, der mit dem Rezeptor oder Liganden des 
Pathogens reagiert, kann dabei bereits im Ausgangsmaterial ent- 
halten sein. Vorzugsweise wird das biologische Material jedoch 
mit mindestens einem Liganden oder Rezeptor, der mit dem Rezep- 
tor oder Liganden eines bestimmten Pathogens reagiert, versetzt. 
Dadurch ist eine gezielte MaBnahme zur optimalen Einstellung der 
Parameter, wie beispielsweise die Menge an Liganden oder Rezep- 
-. - i,. r .• , ,, v • wr."ppt nr-: nder Mi schunqen 
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von verschieaenen Liganaen Oder Rezeptoren. oaer gegehenenfalls 

; in e zugahe von weiteren Korcponenten, aie aie Briaung des 
Ko 1 es unterstUtzen. ..glich. Ehenso Kann der 
o I no KOm ple,.ierung eriolgen soil, gezielt besting « • 
so Kann b eispiels„eise. falls .ehrere Arheitsgange oaer Reim- 
ao n serine vor der Pathogenahtrennung erfolgen, aer Lzgand 
gungsscnnt q rh ritt vor aer Aotrennung, 

Oder Rezeptor erst vor dem fmalen Schrrtt 

ln s b esonaere vor de m Penetrieren aes Molo 9 rschen 
durch elnen durchiassigen Filter erfolgen. Der Lrgana oaer Be 
teptl Wira ae. hiologisohen Material aa b er vor.ugs-else Knrz 
vor der Filtration zugegeben. 

Mr de„ hioiogisohen Material zugesetzte ^"^^ 
1st aabei eine an aen Liganaen oaer Rezeptor una damrt an erne 
soezifische Blnaungsstelle aes Pathogens hinaungsfahrge Kon,po- 

in aer Lege 1st. -it aen, Pathogen elnen -pie* vor- 
^eise elnen hooh m ole*ularen Ko.ple*. - hiiaen. oer ^ 
TaL Hector aes Pathogens *ann dahei ein Antigen, ern Bp top 
Oder eine antigene Determinante sern. Der 

fShige Ligana oaer Receptor, aer aen, hiologrschen Materral zuge 
e«twira 1st gemaB aer vorliegenaen Erfinaung vorzugsweise 
n pe 1 is her Anti^rper. oaer ein Prag m ent eines »»*««- 
pers aas nooh lahig ist. an aen Liganaen oaer Rector aes 
Pathogens zu binder. . 

™ ._. ... .« — t«: 

: .... — r; r»rrr.=" :rr 
rr™r;,:;r.::. n. »<— »«<-■ 

,„» ..... «„«........ "«.. -r,:;;„r™- 
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tion. vorzugsweise durch pichte-Gradientenzentrif ugation erfol- 
gen. 

oem biologischen Materia!, das enter Verdacht steht. 
falls Bin infektiOses Pathogen zu enthalten. werden dabez gemaB 
der vorliegenden Erfindung AntikOrper Oder noch bindungsf ahige 
Telle eines Antikbrpers gegen mindestens ein infektiOses Agens 
zuoesetzt. Es konnen jedoch auch Antrkorper gegen mehrero be- 
ZL infektibse Viren. wie Z.B. HAV. HBV. HCV, HDV. HEV. HGV, 
„ IV CMV Oder Parvovirus, oder gegen molekulare Patbogene, wie 
, b' Prionen. zugesetzt werden. Die Zugabe der Antikorper kann 
derart erfolgen. daB eine Immunglobulin-haltige Eosung zu erner 
rrotein-haltigen Edsung zugesetzt wird, wobei die Immunglobuline 
auch 1> OberscbuB zugesetzt werden konnen (und da.it in einer 
neutralisierenden Konzentration) , so daB das Risiko, daB noch 
nnt.entielle Patbogene in freier Form in, biologischen Materzal 
vorliegen. ausgeschlossen werden kann. Es wurde Jedoch « Kan-en 
der vorliegenden Erfindung festgestellt. daB auch die Zugabe von 
nicht-neutralisierenden Kcnzentrationen von Antiserum eine 
komplette und vollstandige Abreicherung von Pathogenen aus eznen, 
biologischen Material erlaubt. 

vorzugsweise wird daher der Eigand Oder Rezeptcr. insbesondere 
ein Antikbrpex in einer nicht-neutralisierenden Konzentratzon 
zugesetzt, wobei die Konzentration jedoch ausreichend 1st, urn 
die vorhandenan Patbogene zu kompleKieren, so daB sie durch den 
Abtrennungsschritt vollstSndig vom biologischen Material ent- 
fernt werden kbnnen. 

in manchen Fallen kann es vorkonunen, daB Aggregate unterschied- 

licher GroBe entstehen konnen, wobei auch kleine Aggregate ent- 
stehen konnen, die noch xn der Lage sind, das Filter frei zu 
passieren bzw. deren Sedimentationsdichte nicht ausreichend ist, 
urn sie voir, biologischen Material abzutrennen. 

GemaB einem weiteren Aspekt der Erfindung wird daher zur Verbes- 
serung der Abtrennung des Ligand/Rezeptor-Komplexes die Aggrega- 
tion des Komplexes erhoht, indem neben Ircmunglobulin-haltigen 
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„„n die entweder freie Pathogene waiter aggluti- 
zugesetzt werden. die en , , „ a „den/Rezeptor-Komple><es 

erhdhen. Pies Kann u » h ^ 1 J nt . K(JlliponBnton . Conglutinin. 
ne , einer cder ™^ ™ P ^ wasserl6s lichen. syntheti- 
Rheumafaktor. einem mcht pthv lenglykol Oder Albumin 

sch en Polymer, insbesondere von P o et^yl eg ly ^ ^ ^ 
(n , inde stens 10 %. vorzugsueise 20 %) od cie Zugabe 

der Tec bnik bekannten ^^^J™^ 
d es A 9 gre g ationsmittels eriolg ^ n ^ \ ichtmikrDsltop 
Antigen/Antikorper-Komplexe bis *u ein 
siehtbaren GrOBe entstehen. 

• k= Material ist besonders dadurch 
DaB errindunosgemaBe biology e Mater ral ^ ^ 

ge kennzelcbnet. ^ \ipid-umhUllten * ~* *~ 

genen. sowohl au^der Gruppe^ ^ insheso ^ xe viren wie 
nicht-umimxi— -— Parvovirus. 
HAV, HBV. HGV. HGV, HIV. HEV, ise^einoesetzte spezifiscbe 

al s bigand Oder Rezeptor vorzugsweis eingese ^ 
Antikorper die entsprecbenden ^"^J \ am Jedes Virus, 

£ur das Antikorper V. 9 J> Immu nglobulin-L6sung 
sch e Antikorper ^ wer . 
entbalten Oder aus du _ dem biolo giscben 

den und der Kompiek gemab der E bekan „te. aber 

Material entiernt warden. Dadurch ist IiMU „ globulin . 
au ch noob niobt identif izierte Vrren g g gegebe . 
haltig e bosungen zur Verfugun, , s eben ^ Antlk6rper/Anti gen- 
nenralls komplett zu • abzutrenne n und so siober 

Komple* aus dem biologischen . *«r« 
pathogenfreies biologisches Material 

a „„ Iptzten Jahren auch der 
Beso ndere ™~^\^ f £Z B ™^.™ Patbogenen. 
Obertragung von potentiell uenige , Gffe k- 

uie etwa Prionen, gescbenkt. Derzeit stebe Creu „ £eldt . 

tive ver£ahrea z U r peduktz r r:rrr; ;;; h iari et al . 

— - ankhel R t s 0de 3 ;. - 66 , schlugen eine Kombination von 
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di e biologische Aktivitat eines so behandelten -~*^» ™" 
iai.enschait 9 e,o 9 e„ wird. Durch die Behandlung -xt hohen Kon- 
zantrationen des Protein-denaturierenden Harnstoffes. 1st .edoch 
d avon auszugehen. daB Proteins in einer so behandelten Losung 
zunin.estens teilwaise denaturiert und da.it inaktzvzert warden. 

CamaB einen, weiteren Aspekt iet das erf indungsgcaBe biologische 
Material daher auch fret von molekularen Pathogenen. insbasonde- 
re von Prionen. wie den Erregern der BSE Oder der Creuzfeldt- 
Ja kob-Krankheit. Gegen diese Pathogene kdnnen gezielt 
hergestellt warden Oder Innnunglobulin-haltige L6sungen bereztge- 
M ,lt werden. die insbasondara anti -B-A„yloid-Antik B rper ent- 
halt en Duroh Zusatz von anti-B-An,yloi d -haltigen Inununglobulin- 
10s ungen zu einen. biologiscben Material K6nnen daber auch poten- 
tialle molekulare Erreger in einem Kon,ple* gabunden und der 
Komplex aus dem biologisoben Material entfernt warden. 

D a die Abtrennung des Liganden/Bezeptor-Kcnplexes und dan,it das 
kcnplexierten Pathogens unabbangig von den physiko-chenuschen 
Higenschaften eines virus 1st. wird ain virussioberes . pathogen- 
ies biologisches Material gawonnen, dassen physiko-che.xsche 
Eigenschaften dutch das Abreicherungsverf ahren nicht beeinfluBt 
„erden. BekanntermaBen hat bei konvantionellen InaKtiviarungs- 
vexfahren die Zugaba von Che.ikalien Oder die ther„ischa Behead- 
ing falls nioht geaignete MaBnahmen wie etwa die Zugabe von 
Stabilisatoren vorgenommen werden. einen EinfluB auf die Pro- 
duce selbst. Eine Abreicherung der Pathogene dutch Komplexxe- 
rung It einen, biganden Oder Bezeptor und Abtrennung das Ko-ple- 
xes aus eine. biologischen Material ohne physikalisch-chenasche 
Babandlung biatat daber den groBen Vorteil. daB die Pathogene 
effizient eli.iniert warden, das Produkt Jedoch in setner natr- 
on Porn, unbeeintrachtigt bleibt. Ein so arhaltenas biologxsches 
Material enthalt dan.it Proteina, die in ihran Exgenschaf ten de- 
„„ P der nativan Protaine in, Ausgangsmaterial vor dam Abrexche- 
rungsschritt antsprechen und unveranderta AKtivitat aufwexsen. 
Aucb wird ver.ieden. daB. wie etwa bei einigen virusxnaktivxe- 
xungsverfahren, gegebenenf alls denaturierte Proteine entstehen. 
die in zusatzliche Reinigungsschritten aus der ProteinlSsung 
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ren Reinigungsschritten unte g en Dazu kG nnen 

EnaP „ d uK t e r wa„s Chte B ^-" pro " n ;; ra : n r r„:c hr o raat o gra - 

a lle in, Stand der Technik bekannten Verfanren. 

Te insbesonaere lonenaustauschchro.atograpnie Oder Affrnr 

^t^atograpbie. Oder CeUiltrabion durcbge £ ab rt werden. 

Di e — , von Begieitproreinen a us de. ^^^^ 
v, Mat prial wie etwa die Abtrennung von Blutfaktore 



kann. 



aere aadurch gekennzeichnet. daB es Pathoge „e in, 

ten viraien und n,olekularen Parbogenen. wober a 3 
wesentlicben voilsbandig aus der. bioiog^cben 
!a -Vollstandig" bedeutet in diesen, Zusannnenhang , daB durch 
rverXL i. bioiogisonen Kateriai ^^^T 
tho genen »i* erne. vor- 
Brr eiebt wira - in Anaiogre » Kapazitat von >7 log- 

r e and bakers bevor.ngb >» 

Stufen, vorzugswexse >9 log St , Pharni acopeia 

irnlMlra'darcb den ^ 
Scroll C^L U — ais voiis.naige Abrrennong 



dP r Vire.n durch das Filter. 
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D a eine AntikOrper-naltige Hyperinznunglobulinldsung den, biolo- 
gl scben Material gegebenenfalls in, OberscbuB zugesetzt win . 
alle freien. infektiOsen Pathogene zu komplexieren, enthalt das 
erfindungsge.aBe biologische Material gegebenenf alls auch nicht- 
k o m ple»ierte. in freier Porn, vorliegende Antik6rper Nach der 
Abtrennung des Antikarper/Antigenko^plezes aus den, "olo 51 ^ 
Material, entweder durch Piltration Oder Sedimentation, enthalt 
das pathogenfreie biologische Material daber gegebenenfalls auch 
anti-HAV-, anti-HCV-. anti-HBV Oder anti-Parvovirus spezifrsche 
Antikorper . 

Da durch einen UberschuB an Liganden oder Rezeptoren, die das 
biologische Material enth.lt bzw. zugesetzt werden, und die an 
d as Pathogen binden und komplexieren, keine freien Viren mehr « 
biologischen Material vorliegen und die Abtrennung des komple- 
pnthooens entweder durch Filtration oder Sedimentation 
^riolgt, gelangen weder in freier For, vorliegende Pathogene 
noch .it den, Liganden/Rezeptor komplexierte Pathogene xns Fil- 
tra t. Das so erhaltene Filtrat enthaltend biologisch 
teine 1st daher gemaB der vorliegenden Erfindung nicht nur frei 
von nicht-ko.plexiert und frei vorliegenden Pathogenen, sondern 
auch frei von in einem Komplex mit. eine, Liganden, wie etwa 
einem Antikorper, vorliegenden Pathogenen. 

Ein gem.B der vorliegenden Erfindung erhaltliches pathogenies 
biologisches Material kann eine Plasmaf raktion, eine Immunglobu- 
lin-haltige Plasmaf raktion, eine Plasmaprotein-haltige Fraktion 
enthaltend Blutfaktoren wie etwa Faktor II, Faktor VII, Faktor 
VIII Faktor IX, Faktor X, Faktor XI, Protein C, Protein S, vWF, 
ein Konzentrat enthaltend einen der genannten Blutfaktoren, em 
Oberstand einer Hybridoma-Zellinie, ein Zellkulturuberstand von 
transformierten oder infizierten Saugerzellen oder ein Extrakt 
eines tierischen oder humanen Gewebes sein. 

Gem.O eine, wexteren Aspekt der vorliegenden Erfindung wird ein 
Verfahren zur Abreicherung von viralen und molekularen Pathoge- 
nen aus einem biologischen Material sowie ein Verfahren zur Ge- 
winnunq von biologischen, Material, das sicher frei von v.ralen 
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lst insbeso ndere daduroh gekennzeichnet , daB mindestens 
" " b nenfalls ein Ligand/Pe*e P tor-Ko,nplex eines ko-pl- 

-t::i: r:rrr e rr r r,::::^ ae s 

e „« er nt. Dure, die Kcplexierung e ne ^ * 

— Liga ? n t :„ ~:r e rr s r:r p ^ od e r 
sri^^-^-~ ais das freie 

Pathogen. 

■ ,. rfo,- Komelex eine hohere Aggregierung auf als das 
Au ch werst der Keflex e ^ Aggre gierung der 
freie Pathogen, wodurch aufgruno e „ r6Bert ulr d und sei- 

Du rch*esser des ko.plexierten "^J^^rt wird. 
ne DurchlaBigkeit durch bestimmte Membranf 

aR » Verfahren zur Abreicherung von Pathogenen 
Das eriindungsge™ Be Ve ah „ Materials er - 

— ri- 

biologischen Material abgetrennt werden. 

Penetrieren eines durchiassigen . ~.e-^ chluBgreBe des 

seiektiv »- Filter .urUckgehoiten „xrd. D« - 3 

Fil ters ist ge^aB der vorliegenden vWF oder 
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, dor Filterporen zu erwarten ist. Die FilterausschluB- 
Is .iganoen/Bezeptor-Komplezes 

Antig en<Patbogen,-Ko.plexes uberste^gen. da ««~«n 
m olekulare. dichte Patbogen/AntikBrper-Kompleze den Fzlter pas 
sieren und so ins Filtrat gelangen. 

zur „ ur c» h ™ 3 des vorliegenden Ver f abrens sind daber Nanoril- 
ter geeignet. Besonders bevorzugt sind dabei Nanofxlter it 
einer nom inellen Ausscblu Bg r 66 e zwiscben 35-100 ». - 
s cbluB g r6Be erlaubt es. daB h ocb„olekulare Proterne dsn Fxlter 

rei passieren kdnnen; Jedocb balten sie aucb freie, nrcbt- *»- 
Te ierte Patbogene .it eine. Durcb„esser > 10 0n m sowie Ko^leze 
Z Patbogenen dieser GrdBe zurBck. -de. wird bei der Verwen- 
anng von Filtern .ittlerer AusscbluBgrBSe vermreden. » 

bohermolekulare Proteine Oder andere Bestandtezle. 

warden k 6 nnen end ibre Durebf luBkapazitSt sxnkt. Aecb xet be i. 
etnsatz der Tangential rluB-Filtration gegebenen ^ 
qe rer Druck notwendig. am die Flussigkeit uber den Fxlter 
scbicken. wodurcb aucb die Gefabr sinkt, daB durcb den ange- 
leg ten Druck der Filter in Mitleidenscbaft gezogen wird end 
Rise erhal t. Die Verwendung von Nanof liter -it einer AusscbluB 

Z2 >3= - - ^ aBen verf : hr 7 

bietet daber neben der fdr das Endprodukt effizienten und scbo- 
„r„aen Abreicberung von Patbogenen den Vorteil. daB die Kosten 
«r die verwendeten Filter geringer sind als bei Nanofxlter 
klei ner AusscbluBgrdBe. Dies .acht das Verfabren insbesondere 
fur den groBtechnischen Asatz interessant. 

Es ist naturlicb aucb mdglicb. Filter -it einer AusscbluBgrbBe 
>10 0n. zur DurcbfObrung des verfabrens einzusetzen. wobex jedocb 
vorber sichergestellt werden muB. daB sebr groBe Patbogen-Lxgan- 
d e„-Ko.lexe taw. Antikarper/Antigen-Aggregate gebildet werden. 
Oder daB gegebenenf al Is zusatzlicne Agglutinations.ittel exnge- 
setzt werden, dan.it der Lxgand/Rezeptor-Komple* ausrerohend groB 
i.t da»it er den Filter nicbt £rei passieren kann. Die Bedin- 
auno en konnen dabei naturlicb auch so gewahlt werden. daB Antx- 
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steh en, die soger aaroh einen 

r^gehaiten werden. Gn.nd-t.Uch gr * * ^ 

AusschluBgroBe eines Filters urn so kostspreUg 

stellung. 

r. :!;:.:—.• — -rtr^rr: 

~.;==;:rrr^:- * — - 
_ .,„„ ...».»....» -:;:i"Lr".r 

daDei uxc 



GemaB a- errinaangsge^Ben verrahren « ~ 

Mat eriai *ugese«te Ligand Oder =P or^ n a n d . ^ 
oaer Bezeptor and da.it an erne J ^ „ it 

de „ p-- 9 -;;;;; n k °; b le L gand 0 / er Rezeptor a es r.***- 

Kon,plex. m bilden. Der Lig ^tiaene Determinante 

aabei ein Antigen, ein Epitop Oder erne antrge Jffl 
sein . oer reaKtive. MnBungsrShige ^ oder 
blol ogischen Materia! .ugeset.t - - ^ 
pezeptor aes Pathogens reagrert. rst « Der Antl . 

od er ein .inBungsiahiges Fragment ernes Ant rkorp 
k5 rper Xann aahei ein AntiKOrper alier sin(J . Es 
iedoch die Subklassen IgG und igM hpka nnten Kompo- 

— 3 Te h trir rt: r rEr: — — - 

rgli: efnel ^Pathogens „ hrnden and .„ de„ Pathogen ernen 
hochmolekularen Komplex zu bxlden. 

„„ „. ..,.« ..... •• — 
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G e. S B s.n- Aspect des erf indungsge.fcBen Verfahrena wird ein e . 

g acben Materia!, vorzugsweise einer Protein-haitigen Lo- 
s ng eine I^unglobulin-baitige bbsung entbaitend spezrfracbe 
Antikarper, gericbtet gegen infektiase Hu.anpathogene, zuge- 
An v u mft „nrherweise im biologischen Mate- 

setzt, wodurch zwischen den moglicherwexse & 
rial vorhandenen Pathogenen und den Anti k 6rpern exn Antxkorper/ 
Antigen-Komplex entsteht. 

G e.aB eine, weiteren Aspekt des erf indungsge m a B en Verfahrens 

die Aggregation des Li ganden/ R ezeptor-Pathogen-Ko.pie*e= 
Lb „eiter erhabt. wodureb Ko. P Ie*e .it einer hdheren 
und eine. grdBeren curcb.esser entstehen. Dies erfolgt erfrn 
du ngsge„aB durcb die Zugabe von weiteren Agglutinatrons.rttein 
LlLdere von bektinen, wia etwa Concanavaiin A, * 
Pnasin Oder ein Oder .ehrere Ko.ple»ent-Ko.ponenten . Conglutr 
ni „ Rheu.afaktor Oder eine. synthetischen Poller, wre ber- 
spieleweiae Polyetbylenglykoi Oder von Aibu.in. uas Aggrega- 
t ons.ittei kann entweder gleichzeitig .it da. Lrganden Oder 
R e,eptor der .it de. Pathogen reagiert. » brolograchen Mate 
TTl'r nach einer vorgegebenen zeitapanne naob desaen ugabe 
rugeaetzt werden. Bevorzugt iat Jedoch, daB das Aggiutrnatrons- 
rttei naob einer zeitiichen Verzdgerung nacb Zagabe der _ 
giobalin-Lbaang erfolgt. Dadurcb „ird gewabrieistet, daB dre 
Agglutinins Oder Conglutinine nicbt .it den Antikarpern reagie- 
ren and dieae aggregieren Oder ko.plexisren. sondern erst scbon 
gebiidete Patbogen/Antikar P er-Ko.ple»e zu baher»ole,ularen Ko.- 
piexen aggregieren. oadurch wird ebenfalia gewahrleiatet. daB 
Lcb die weitere Aggregation eine babere Kcplexdicbte erreacbt 
ui rd wodurcb der Ko.piea .it verbesserter Effiaiena aua de. 
Mologiscben Materiai entfernt werden kann. Durcb die hdbere 
Kcplezrerung der Antigen/Antikbrper-Aggregate 1st ea .bglich. 
bP i der Abtrennung der Me.branf i 1 ter , auch Filter .it exner 
groBeren AusschluflgrbBe von vorzugawcise >35 nm einzusetzen. 
Lcb iat durcb die bbhere Dichte der aggregierten Partikel erne 
verbesserte Abtrennung duroh Sedi.entation .aglich. da dadurob 
alle ko.plexierten Pathogene erfaBt werden konnen. 

Durcb die zugabe von I m .unglobuUn-haltigen Lbsungen Oder Ligan- 

. . .- • . . . . ,),»•• r 'thnnenon rpnrjie- 
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,- rale a is auch molekulare 
ren , ist es eben £ alls - * ^isoben Eigen- 

Pa tbogene. u- 8 „, i9 von rbren pbys k ~ ^ Dles 

— aus ; ine : u r: r: zrz^ - - 

gilt insbesondere fur Vrren o abreiche rbar Oder inakti- 

_tionellen Verrabren bis er no ^ Verfahren 
vierbar waren. So warden von de» erfrndung » ^ HAV , 

9U ob kleine niobt-Li, ^--Uts V.r ^.^isobe Ina ktivie- 
— r^r-H^T^ -ob die .noril- 

"^^"^^^^^ 
auS Losungen enthaltend hochmole u WoT . fahren ist daher 

£ernt . K e^ r^i^n 

£ur die -eio = a ^ ^ R _ 

m it denen em biologiscne Lipid-umhullter oder 

„endbar. rnsbesondere £ 0r dre ^ „„, HEV, H.V. 

^irt-umhullter viren. wre HAV, 
'^Tc^oaer Parvovirus aber aaob 

eignet siob das errinaungsge^Be Ve _ blo . 

Petbogenen in einen, biologrsoben Ma ^ al etua Immunglo - 

logisohe* Material, das hoob.olekulare 
buline Oder vWE, enthalt. 

Im _ aer vorliegenden Er.indung jS,^^^ 

rr;;rr h Si=r^. — - 

G e. aB eine, besonderen Aspekt der ^^X^ ^ 

m des oder — 

KOrper. erhaiten aus einer Hyp xt . Die Imm unglobu- 

Oberstand einer Hybrr o. - e ~ Erhalten u erden. 

lin-baltige Losung kann tet gegen ein be- 

d ie einen boben ^ - ^ insbesoode re —globu- 

stimmtes Patho g en, enthalten. anti _ HCV - anti-MAV-, anti- 

■« - S ^; e ::T: Tov. an^-HOV-. ^-C Oder 
HBV- , anti-HIV-, antx-HEV , k5rper _ ha ltige LSsung kann 

anti -Parvovirus-Antikor P er. Die Antx ^ ^ Hvbr idoma -Tech- 
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„ ih ber.estellt werden. Dabei werden .onoKlonale AntiRdrper. ge- 
: icb e en ein Antigen eines besti^ten Patbogens von erner 
f H a Zellinie in den Oberstand des Kultur^ediums sekre- 

Z tl In die Ant«r in einer boebtitrigen bdsong 
isoliert werden konnen. 

A us Plas.aspenden gewonnene ^^^XTT^ 
nen geg edenenfalls aucb ^Z^^^ 
enthaltenen Antikorper gerichtet sind, sowie 

erbalten Dies gilt i» gleicnen „aB aucb far Bber Hybrid—- 
c bergestellte .onoKlenale Antikbrper, bei denen e ne 
be Konta„ination .it viralen Patnogenen nicbt a™ aeBen 
st GenaB einer besonderen Ausf dbrnngsf om des erf indnngage- 
1 Ben verfabrens wird die zur Onrcbf Onrung des Verfabrens ern- 
Teset-e Hvperi^unglobulinldaung gegebenenf alls eine B Vrrosrn- 
rtivierungs- und/cder vimsabreiebernngsverf abren onterzo g e„. 

Fall s der AntiXdrper in der l„ m unglobulin-baltigen Ldsung *it 

niedrigen Titer vorliegt, Xann der AntlKdrper 9 egebenen- 
f alL angereicnert end ansoblieBend in einer bocnUonzentrrerten 
Ldsung als Ligand Oder Receptor eingesetzt werden. 
GemS B eine™ besonderen AspeKt wird zur °-=bfUbrnn g d s erf 
d ungs g e.aBen Verfabrens als Anti.drper ein antr-B-A.ylord-Antr 
KOrper eingesetzt. Anti-B-A^yloid-AntiKorper erkennen vorzugs- 
TZ StruKtnren an der Oberfl.cbe von Prionen. Kdnnen an ese 
Laden and einen Prionen/Anti*drper-Ko,nplex bilden. Ge^aB der 
vortlegenden Erfindung Kdnnen gegen Prionen, insbesondere gegen 
den Erreger der Creuzfeldt-aaKob-KranKnelt, gezielt AntzXorper 
bergestellt oder anti-B-A»yloid-balti g e i mm an g lobulin-Ldsungen 
be el estellt werden and eine» biologlscben Material das gege- 

nenfalls Prionen entb.lt, zagesetzt werden. Onrob 
ru ng von a nti-8-A™yloid-Anti k br P ern an die Prronen werden dre 
LLrcoleWniaren Prionen zu eine™ booboolekularen Keflex ag- 
gre giert, der anschlieBend sele.tiv aas de m biologrsc en Materr- 
al darcb Filtration oder Sedimentation abgetrennt werden Kann. 

Oe-B eine m weiteren besonderen Aspect der Erfindang werden als 

„,, v ;o),rn* aoqpn HAV , hbv, 
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ot7t Z ur Durchfiihrung 
HC V. HXV, KCV. HEV Oder Parvovirus ernge e . -r ^ 

des verfafcrens Kann eine ^^"^^ iuro biolog i- 
geg en ein .es t ,. t e= Viru s gerr t t * ^ eine Miscbung 

von AntiKdrpern Oder .nd^n L « biolog isone Material 

gen versoniedene Pathogene » den ^ ^ ^ 

^lioberveise Konta.rnrert J"" pathogen gerich te- 

Zugab e .nindestens elner ge g en ern test, ^ ^ 

«n l-unglobulin-naltigen Losung ode ei LOSunge „. 
ver sc h iedene Patbogene fl «i*t^n ~* Korper 

^^^b=r==r — 

gischen Material, wie oben Deb 

Das verla h ren .ann ^^^ST^T 

und/ oder -o^J^^: :: eriB l *ann eloe Plasma- 
eingesetzt werden. Das bio g plasmaf raktion, eine Plas- 

fraktion, eine Immunglobulin-haiT: g _ akt:oren wie etwa 

^otein-baltige Predion e»«- « £ Faktor x _ Faktor 
Fa Ktor 11. r.«ox Vll. -tor V . P - ^ ^ 
«. Protein C. Protern S. VWP ^^.^ 
der genannten Blutfaktoren. .» ormierten oder infi- 

Unle. ein -U.ulturOOerstand von t a ^ ^ 

zl erten Saugerzellen Oder e.n Extra ^ des Verfah . 

„ a nen Gewebes sein. Die Pare-neter zur ^ Besohaf£ en- 

re ns werden dabei , "r Uucberweise vorbande- 

heit des b iolo g isohen Mater.als u ^ des Ligan . 

ne« Xontaminierenden Patnogene. « pathoge ns enter Be- 

d en /R e,e P tor-Ko. P le rr er in£b e- 

amgungen durobgef ubrt , d - « P ^ . zuischen 

son aere der prlauben . B ie option 

Antikbrper und Anng-n a~ - der mkubation zux 
Param eter. wie et-a pH. " r '^ " , in Abha n g i 9 Keit 

Dur cb £ U h rung des erl indungsge.a B en V abr e „ Ligan . 

von der *rt des Patnogens der Spo» * _ blo . 

dpr , odor Receptors (Ant.korper) und nVon , ent r»tlon 
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i„ der Lbsung,. kbnnen von Jede* Fach^ann aafgrund sarnes allge 
ZZ wissel ar.ittelt warden. Falls der L igand,Reze P tor-Ko»- 
lexaus d« biologischen Materia! durch ainen Filtratrons- 
it ent f ernt wird. wird sin Filter -it einer 
verwendet, der es er m o 9 licht, daB das biologische Material den 
d r h la SS ; g en irei passiert and der li g and/Re Z eptor-Ko m - 

pie* vom Filter selektiv zuriloktjehalten wird. 

um sioher zu 3 ehen. daB alle rreien Patho g ene i. 
Material durch Antikbrper Ro-plexiert warden, wird sowohl das 
Piltrat als each das Konzentrat au £ die Anwesenheit von Vzren 
Oder einen, UbersohuB an spezifischen Antikbrpern getestet. 
Abreicherungsrate der Pathogene aas de m biologisohen ""erral 
Zn aabei uber Metboden der virustiterbesti^ung oder Uber dre 
Erm ittlung der Genkopienzahl bzw. G eno m a g uivalente bestr™ er 
Viren z.B. darch quantitative PGR, wie von Dorner et al. (1994. 
25 Hbmophilie-Symposion. ed. Scbarrer S Schramu, a. 
beschrieben. in. Filtrat and Konzentrat erfolgen. 

Gem aB eins. weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindang wird das 
aureh das erfindangsge ra8 Be Verfahren erbaltene brologrscba Mate 
ri al aaf die Anwesenheit (eines Oberschasses ) des elngesetzten 
Li ganden/ R eae P tors. insbesondere eines spezifischen AntiKbrpers. 
getestet. Da bei Zugabe eines iiberschasses eines gegen ein be- 
sti-«s Patbogen gerichteten Antikbrpers. nicht- g ebundene and 
nicht-kornplezierte Antikbrper aine Dichte und .olekulare GrbBe 
aufwaisen, die unterhalb der des komplezierten Antikbrpers 
lieqt ist das Vorhandensein von freien Antikbrpern im bzologz- 
schen' Material ebenfalls ein Kriteriu. far die zur Ko^plezieranc, 
des freies Pathogens aasreiobenae Konzentration an Antikbrpern 
in der Lbsang . Die Anwesenheit eines Uberschusses an eingesetzen, 
Liganaen Oder Rezeptor wird dabei derart bestimmt, daB erner 
Probe des biologisohan Materiais vor und naoh der Pathogenabrer - 
,-heruna eine bekonnte Menge eines viralan oder molekalaran 
Pathogens, aer spezifische Liganaen Oder Rezeptoren fur den 
Antikbrper besitzt. zugasetzt wira. aas so gewonnene biologrsche 
Material enthaltena den Antikorper/Pathogen-Komplex erneut uber 
einen durchlassigen Filter gefiltert wird and die Rest»enge an 
. ..... . : n ,,i,, 7 ---h kann prmittplt wer- 
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„ n ob die fur die Abreicherung eingeset*te I^unglobulin- 

. L for die Ko.plexieruag der Patbogene ausreicbenden 

i„ Filtrat und damit im Endprodukt varliegeb. 

Das erfibdungsge.aBe verfabren rur Abreicberuag von viralen und 
leLareb Patbogenen ubd Gewibnubg vob patbogebf biologi 
rcolekularea Patbog virus inaktivierubgsver- 
schen Material kann tit ]edem bekaanten v 

f abreb wie ,.B. der Behaadiung .it Hi«e. Paateurisierea oder 
re! S O-V rfabrea kc.biaiert werden. Vorzugsweise werden die 

rL'^rr:^ d, — 

abgereichert werden konnen . 

_ UP ,teren Aspekt stellt die Erfindung eine virusin- 

TZ^^^n-^ en.haXtend spezi.ische 

virale oder molekulare Pathogene zur Verwendung als 
per gegen vxrale oder moleku i a ren Pathogenen 

Ligand zur Komplexierung von viralen oae 
i. erfindungsgemaBen Verfahren zur VerfOgung. 

wprfahren zur Abreicherung von viralen 

kaaa — - : — 

Pathogenen, verwendet werden. 



ist. 



Beispiei 1: (aacb Ansicbt der Angaria deceit die baste Per, 

der Durchfuhrung der Erfindung) 
Abreieberung van HAV durcb HAV-spezifisebe Antikdrper ubd an- 
schliefiende Nanof iltration 

» .1 einer 2 *igen bu^aaen Seru.albu.ib-Lbsung . ^ die f von ^ 
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Hepa titia A Virua «»V.-^«-J^^^'^ 

rr ■£ — 

er ! stundigen Tangential luB-Eiltration .it sine. Ernganga- 
r 0 .e bar — . Es wurde ein 0.001 -/35 n. - i - 
ter (P1 anova 35N. Asabi , verwendet. Die HAV-Trtra ton er olgte 
L Li Barrett et aX . ... -a. Virol. (»96>. Vol. 49: 1-6,. 

per Vitustitet wurde each erfolgter serieller ^^"Ln 
in Ze ll*ultur„,ediu,» b..ti-t. dwells bundert ,1 leder seriellen 
™Lg wurden in 8 Vertieiungan einer 

hP „ die 1 x 10' ERhK-4-Zellen pro Vertiefung enthielten. 
Pla«en warden anscblieOend 14 Tage bei 3VC inRubiert. Nach 
n ,agen eriolgte ein „edienwec h sel . Nacn diese, , In u a- 
tionszeit wurde der zeliscbadigende EfieKt .eytopa : c t 
one, -ll.ro.kopi.ch bestir. Die TC1D S0 wurde ,»f der BaaiS der 
Anzahl der Vertiefungen der Mikrotiterplatte . are ez,.„. e--— 
ven CPE zeigten, ermittelt. Die Effizienz dea Prozesses der 

IbrlLrung wurde als Keduktzonsf aktor (P.F., ausgedrUckt. 
- nae h der _ B.C. Co^itte ~ ^^^^ 
(Commission of the European Commumtxes (1991). 
Party on Biotechnology / Pharmacology - Note for Glance 
(Validation of Virus Removal and Inactiva.ion Procedures) 
1II/8U5/B9-EN) empfohlenen Formel berechnet wurde: 

i(jR . r . proberwo^^ 

= Probenvolumen nach Behandlung x Virustiter nach 
Behandlung 

Wie auf grand der VrrusgroOe < Durehmesser 25-30 nm) zu erwarten 
I ^ wurde HAV in * b wesen h eit ernes „AV-spezi f isenen Antrkorpers 
dureb Filtration Ober die 35 »-»«n nicbt .uracKaeb^ 
Aus de m Ansatz. der l^unglobulin .it HAV-spezrf ischen Antikor 
pe , n enrhiolt. konnte bingegen eine vollstandrge 
durch die Filtration duroh die 35 nm Membran erreicbt werden 
(R F , 5 2). wobei kein Virus in, Eiltrat nachgewiesen werden 
Lnte and der virus zu 100* 1. Konzentrat zurdoKgebalten wurde 
(Tabelle 1). 
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Humanes 
Serum-Albumin 


Immunoglobulin 


Virus-Stock-Titer 


10 79 


10 79 


Virus-Titer im Produkt 


10 63 


10 53 


Virus-Titer im Konzentrat 


10 57 


10 59 


Virus-Titer im Filtrat 


10 57 


<10 01 


Reduktionsfaktor 


0.6 


>5.2 



Beispiel 2: anti _ Parv ovirus-spe Z if ische 

Abreicherung von Parvovxren durch antx 
«1W*P- und anscnlieBende 

h f ob ein Kaninchen-Antiserum gegen den Parvo- 
Es wurde untersucht, ob e n ^ 
viru s "minute mouse v.rus (MMV, AT ^ ^ 

eines Komple.es mit dem Virus xn der Lage ist 

. w pxne 35 nm-Membran zuriickzuhalten . 
Filtration uber eine jo 

Ko.plette. Fl e un ^*en Adjuvaos und e - 

Booster .it e«e, Frsund so.en Ad uvans ^ 

nach der rri-rl-unisierung ^^ ^^ nach to 
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98 -1 einer 2«gen balnea Xn»ungXobaXi„-Lbsu„g warde .it 2 1 
MM V suspension beanf schlagt . Naoh Zagabe von 0, 0.005 

rr - - — ~ - urde jede Mis : hun Lr ner 

F ««aLn. onter wie in BeispieX X bescbraeben. 

unterzogen. 

Pro ben .on Vibos-beaaisobXagte* ITT^ 

Isc^a. da3 M -zeXXen ( «CC C R b,3X 9 , ~ " 
rU ng verwebdet warden and eine XnRubationszeat von 7 Tagen g 
wahlt wurde. 

wie aufgrand der VirasgrbBe (Oarob.esser X8-24 », za erwarten 
I , U urde MMV obne Zagabe das .nbise.a.s durcb dae 3 

nicbt zaruckgehaiten, sondern warde zu X00% x» 
von 5 mi HMV-spe- 

^lisiert werden, so daB das Virus weder im Filtrat 
Z -gewiesen warden Konnte. .be, aaob bei Zogabe von 

I ^ IneutraXisierenden Konrenbrabionen des antisere.s »X> 

:rr e : - 

r t ™s ,0.0, .X, rdbrteb ebea.aXXs .a eine, ; e t , £ - 
Entfernung des MMV daroh die Fiibrabron (R.F.. 4.4) 
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rung von Parvovirus durcn ^nn> 



IgG 1 


98 ml 


98 ml 


98 ml 


98 ml 


98 ml 


MMV 1 


2 ml 


2 ml 


2 ml 


2 ml 


2 ml 


aus Kaninchen J 


0 ml 


0.005 ml 


0.05 ml 


0 5 ml 


5 ml 


Virus-Stock-Titer 


10 82 


10 76 


10 76 


10 s 1 


10 75 


Virus-Titer 


| 10 6 ° 


10 59 


10 53 


10 70 


10" 


im Produkt 
im Konzentrat 


10 64 


10 58 


10 46 


10 3B 


<10 01 


Virus-Titer im Filtrat 


10 61 


10 46 


10 09 


<10 01 


<10 01 


Reduktionsfaktor 




1.3 


4.4 


>6.9 


>5.4 







Abreicherung von HCV dure 
Nanofiltration 

durch eine 35 nm -m«— an ^fJ^^U^, wurae 
schen A nti k6 rpers » virussu pen-° * ^ ^ HCV 

hochkonta-xmert war, d ^ . n einer 

titrigen Virus-StocK. E«a 2, ^ ^ rp „ geklart . 

Be*»— * J ondigsn uxtra.entrifug.tion ^ 

- d " Urfe "To-Ko or das Pellet 
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t , , (19M) . 25. B-ophiU-Sy-P- 1 - ^ 
Dorner et al. ( I iyy * >' 

«. 99-44) beschrieben, bestimmt. 
Schramm, b. ' 

ml des k on.entrierten V.ru -Stocks be en HCV aber 

igen WM nen ^.unglobuUnXosung. - , n quantitative PCR 

keine „ C V- G e— uivaXente en ^ 2ugege - 

sich er g es t ellt wu^ae, oaer luB . FlltrBtl on. enter 

ben . Bene Ansatze wurden ^ unterzogen . In Proben 

Bedingungen «i« m Beisplel des Filtrates end des 

des HCV - b eaufscnlagten verd dnnt wnrde. 

Konzentrates, das auf das ursprungl.che V erml tte!t. 

— - HCT :r:r;r;;rCbe 

_ 0 Virusentfernung aus dem Filtra ^ 

eine vuix^ ■ n( , a1 . 7 keine wesentiiuie 

(R . F . : >3,0). w^end i. ™ ^ ^ . ^ (Tabel !e 3). 

, PnfluB eines spezifischen AntiKorpers auf die 
Tabelle 3: EinfluB emes P 35nm 
Abreicherung des Hepatitis C 
Nanofiltration 
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sc hiedlid,e» anti-HAV-Antikbrpertiter 

Ein e Keine .on n T;^^^^ 

(Lots , m it HAV-Antikbrpert.tern »™ ' keine mv . speli . 

£is chen Antikbrper entnxelt. .„ Belsplel x 

sch la 9 t. Die Lbsungen wurden •™ eh ^; 5() ^ einer Tangen . 

r — — - 

in Tabelle 4 dargestellt. 

u ,Htiq A-Virus ( HAV ) (lurch 
Tabelle 4: Abreicherung von Hepatitis 
~ r j,_j,i 3r , G f iltration 




. Der a *Uo^« ^ —nana - nien 
(CPMP/BWP/268/95) bestimmt. 

— .^nteir^r™ t Vi r naa bI eic OT e-eicn. 
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eine reproduzierbare Abre 
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icherung von HAV m&glich ist. 



stinunt . 

u. • ^ rf or HAV-Abreicherung in einem 
In Tabelle 5 sind die Ergebnxsse de un(J hochtltri - 
erneut beauf schiagten Filtrat aus exner nxedrxg 
gen Immunglobulin-LSsung zusammengef aflt - 



Tabelle t> *- 



AbrelchC rung von Hepatitis A-Virus (HAV) durch 
^N-Nanof ligation nach Re-Spiken -it HAV 




* Dcr Hedu.tionsfa.tor wurde entsprecbend den CPUP—btiinien 
(CPMP/BWP/268/95) bestimmt. 

gend „ ntik6r per vo^na-n »t un e £^ J^.^ 

•T,oh- als r "> loq-Stufen moqlxch ist. uie vx ^ ^ ^ 
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wesentlich erhoht. 

^ und 2. Virusbeauf- 

B e i s p i e I 6 : Anti -Parvovirus-Antik6rper- 
Abreicherung von Parvovirus mxttels 
haltigen Immunglobulin-Losung 

Ein e Relh e von 

biq ^oezifische Antikorper getestet. 

«-r— . ~ An tOTrti « r 

1: 400 bis 1:800 gefunden. 

._ ™ ri „„™ B i9-spe2ifischen Anti- 
z „ei verschledene Lots ^;^" hochtitrige „ virusstook 

schriebenen Methode mix u 

rrrrc AGCATGTGTTAAAGTGG 3' bp 1353-1374* 
parv0 + 1353/FAM : 5' GGGGCAGUUW , fc 1529-1506* 

ParV ° , CCTGCT ACATCATTAAATGGAAA^ 3 bp 

parvo-1529 

^ PARPVBAU ( EMBL-Datenbank ) 
* Nununerierung b—6 der Masterseguenz PAHPVB 

M . Verier wards PI— «^^ i ; 5 ^^J ta KZT^" 
spe.ixiscben Seguen.en von „t 11« 155 (Q ^ M . lnter . 

vo n Sh ade et al. (»B6,. ^ - o > pparvot21 ein . 

gesetzt. pParvo-15 wurae ds _Oligonukleotids 
Lscben „t 1455-1489 und --^^^ ATG - 3. and 
generiert aus den Pri.ern 5 GT ^ pP arvo,21 wurde 

, ACC CAT OCC A,A «C « - ^ und 1454 e r- 

durch Duplikatxon der bp MpU£iK ation »lt den Par- 
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.eaurscnragten ^ mittels einem guantita- 

bestimmt . Ore E ^ b "- B ^;7 e f ragende Abrei enernn g von etwa 
zusaminenfaBt. Es wurde eme nervor y 
6 log-Stufen erreicht. 



Tabelle 6 : 



« piq-Parvovirus durch 35 N-Nano- 
Abreicherung von B19-Harvovxi 

filtration 




. Der KeauKtionsfaKtor wurae entspreonena aen C P MP-Bicn tli nren 
(CPMP/BWP/268/95) bestinunt. 

B eispiel7: Parvo virus B 19-Antikorper- 

Virusabreicherungskapazitat der antx-Parvovx 

haltigen Losung 

parvovirus beaufschlagt una are V Reduk tionsf aktor 

i„ Filtrat noch vorhandenen Antikorper bzw . aer 

bestimmt . 
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^ - putrat einer Inununglobulin-haltigen 

Losung mit einew 

belle 7 . torei c h «un g von B1 9 -Parvovirus Burob 35 N-»ano- 
^ filtration una Be-Spiken .it Parvovirus 




. Bar BeauKtionsiaKtor .urBe antspraobenB aen CP^cbtlinian 
(CPMP/BWP/26B/95) bestimrt . 

• h da B 1- Filtrat noob genUgenB AntiKOrper vornanaen 
Es zeigt srch. aaB rm loq -stufen zu arrer- 

waren , „ eine weitere Abrercbarung « 5 log £aR . 

ch en. Su,.ierr .an aie ^"^^/..it dem errin- 
tor nacb aer 1. una 2. ^^^^ fastens 11 

rr 0 ;rn rr — 

DarauS Kann abgeleitet „eraen. ^ 
strialle anwnnaung gaaignet rat - . 
L0S ungen frei von infoRtiosen Patbogenen erbalte 

B e i a P i e 1 8 : vers chia d enen Aus- 

Rbreicherung von Parvovrrns mrt 

schluBgrBBen 



nfiicint weraen, aaB sohon aurcb Zugabe 
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— «~ :::«:'» 

Reine vu FShiakeit Parvovirus MMV 

qchen o 04 f und 3 Jim. auf ihre Fahigkeit, 

^- 

I^obiuB^e von 3 p.. 0.5 „. 0.3 „ - 0£M-«* «~ 
Dur ohfiuBra t e von 50 .1/ln bis ,» Bnopnn.t f.ltr.er^ 
rustiter wurde sowohi 1- nusgangs.aterial ais auch - Filtrat 
!!L„. M . r.roabnisse sind in Tabeile 8 zuaammengef aBt. 

ueoi.iiiu«v. - 
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• te sich daB durch das erfindangsgemaBe Verfahren noch 
Es zeigte sich, AusschluBgr0Be VO n 3 v» eine Abreicherung 

„ it Piltern «t einer lst wahrend ohne Zagabe ei.es 

um „ehr als 5 log-Stafen n>og ic i t ^ 

^ ^ rtsr die Pathogene komplexieri:, 
Ll ganden, der die P * er Redukt ionsf aktor erreicht 

mit etwa 0,4 pm em sxgnif xkanter *e 

wurde. 

Beispiel 9 : Abreicherung von Poliavirus 

Effekt von Rheumafaktor auf die Abreicherung 

„ rte „ EinfiaB der zagabo von Agglutinin, die die GrOBe des 
urn den EinfiaB oe y j . der Abre icherung za 

Ko.pie.es erhohen kbnnen. aa die E f» -z ^ 
testen, wurde Rheamafaktor als Agglutinin bzw g 
.eaufschiagten «--«r: in Utrigen 

25l gen --^rrrrr^ion bL'schiagt. 10 - einer 

Poliovirus ryp ^" Di> -^' pinem Titer von 

Proration, enthaltend hu m anen — ^ MUrden 

800 U/1. warden za der Mischang gegeben. Mischiln . 

ans tatt des —faktors 10 .1 Puffer zuges « t B ^ 

nen warden aber eine 35 N-Menbran, wie in Beispiel » 

K„ filtriert and der Virustiter in, Konzentrat and Filtrat be 

Virusriterbesti^ang erfolgbe durch eine T C1B 5 „-Be- 
stimmung auf VERO-Zellen. 

Die Results der Besting sowie der " 
tor -it und Ohne zugabe von Rhea.afaktor sind in Tabelle 



gestellt . 



Tabelle 9: Effekt von Rhea.afaktor aaf die Abreicherang von 

Polioviras aas einer Im „anglobulin- L 5sung and Nano- 



filtration 
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as n 


jlg^VQiymenini!) 






BbiumafaSotiinU 






BiSirlmi 








I 


— W 1 


Virussleslsliler 




■ — W 2 ~~ 




w 


— W 3 " 


Virustiter imKonzenirai 












Ib^rl.iktinnStaKTOr 

t : 


i 13— 
J___ 





ltate zeigen a a 6 Rh eu»a f a*tor in nomination .it « 
Die Resultate » 9 k0rper das virus so kcpie- 

spezifischen anti-Poliovxiu . 35 N-Fil- 

x e«. aaB es effeRtiv aurcn H«*««-«»J^ "^lutina- 
ter , urUC K 9eh a lt an weraen Kann. Wir * n te 
tion-itt.1 (Rheu.afaKtor, zugesetzt, s « erreicht , 
ch erun 3 It eine. K ea u *tions f aUtor von ^ " Reduk , 
der aurcn aie Anwesen h eit aas f ls eine 

ti ons£a„tor von >7.6 erhOnt weraen Xann ^ " _ ^ 



Beispiel 10 : a ,if die Abreicherung 

Ef£ek t vo„ A 9gl uti„inen b„. Conglut^nen »u ^ 
vo „ PoUovirus .itteia UonventioneUer T.efenfxltrat.o 

Die Fahig *eit von _ fD *io, aie ^^T^™ 
g « Poxvirus b ei Verdun, von onve nt o e e ^ ^ 

„enaet. aer s.cn ais »f£- ^^^.^ ischen ta tiU0r- 
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m it 5 ml einer hochtltrigen Poliovirus-Stocklosung 
bulin-Losung «t 5 - . RhBumafa Ktor .it einen, 

rrr: ot^:; - — a tr 

; : : " — U, Ausgangs^aterial 

^- wie etwa Rheumaf aktor , 

be eines weiteren Aggregat.onsmittels, «» 
Poliovirus bei Verwenaung eines Konventionellen 
IfLient abgereicbert werden Konnte. Dieses verfanren resul- 
t " in einl Abreicnerung .it eine. HeauKti.nsfa.tor von > 7 7 
" Stufen, wahrena ohne .ugabe von Bbeu.af aKtor lea.gl.cn erne 
u ion ; D n etwa 1.1 log-Stuien erreicbt wurae. »«- »^ 
deutlicn, aaB durcb das eriinaungsge.aBe Veriabren ^i -gabe 
. . .... ,„„,■< „- a hnlichen Proteinen, wie conglutmme 

wesentlichen vollstanaige Abtrennung aer Pathogene ersxelt 

Tabelle 10: Effekt von Rheumafaktor aaf aie Abreicherung von 
Poliovirus aas einer Ga.a-GlobulinlOsung dutch 



konventionelle Tief enf iltration 






85 








id 


PuifeUmU 


ID 




PoliQvinJSJtEQl) 


5 






To 133 


— IF E5 


yjmsty^uirLPmluKt 





IF 3 

Ho 53 


WuMileoiiBiimi 


10** 




j ReduMionsiaktQl 


11 
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Bei^piel 11 : FaktM und vWF vor ^ „ ach 

Bestimmung der AKTivixav 

Virusabreicherung 

irat zweier Plasn,af aktor wurde vor und nach Virusabrei- 
Die Aktivrtat zweier V( , rfahr en bestinmt. Qazu wur- 

~»» »" ~ "I":; -K - X - h a ltige n Losung dure, 
den 100 »1 erner to , DurchfluSrate von 50 

I: CU Tef It" Proben des Au sgangs m a t erial S und des Fil- 

ml/min 9 t «or Vlll-^tivitat und der vWF-Antigengehalt 

refund ne K -Kul t l»era„ai yS e durcbgerUhrl. m eine„ 
bestimmt und eine M , prial mit Parvovirus 

Parall e le* P er im en t wurde das ^"^^^ tladhm . ant i- 
- mo use -inute virus" ( HMV , beaufseblagb und P ^ 
MH V-Anliseru,» vor der Filtratron zugesetzt Der V 

F ,,rration in. Ausgangsmaterral und in, Flltraz 
„or und naoh Frltratron r^ J*^^ u zusamnien£a Br und zei- 
stimmt. Die Ergennrsse ... — - , hvf , icherung „ > 6.5 

„„. ... ..... .... ™ r » ~r„, .... ... 

-=rr =-~ — 
-n«r ..r.::= =:.rr„.„.. — 

nicht gezeigt ) . 

Faktor VIII- und vWF-7vktivitSt vor 
Tabelle 11: Bestimmung der Faktor 
und nach Filtration 



. — r; 7n"I/iM\/-i tter 




(LEJml) 


iyg/ml 






Is 




~ <13 


Fiitrat 
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Beispiel 12 : 

Bestimmung der Aktivitat von Blutfaktoren aus eine* Kryouber- 
stand nach Filtration 

Ein Kryouberstand von humanen, Plasma wurde mit einer hochtitri- 
g en Poliovirus-PrSparation gespiked und einer Tief enf ligation 
mit einer Durchf luBrate von 50 1/.in unterzogen. Die Aktxv.ta- 
ten von Faktor VII, Faktor IX, Antithrombin III (ATIII) und Cl- 
Esterase-lnhibitor warden vor und nach der Filtration bestimmt 
Die Ergebnisse sind in Tabelle 12 zusammengef aBt und zeigen, daB 
durch das beschriebene Verfahren eine virus-Abreicherung von > 7 
log-Stufen erreicht wird und die Aktivitat der Blutfaktoren un- 
beeintrachtigt ist. 

Bestinunung der Faktor VII-, Faktor IX-, ATI I I - und 
Cl-Esterase-Inhibitor-Aktivitat vor und nach Fil- 
tration 



Tabelle 12: 









Aktivitat (i.t./mi; 




Virustiter (TCID 50 /m) 


FVII 


FIX 


AT-III 


C1 -Inhibitor 


vor Filtration 




0.83 


0.75 


092 


0.76 


nach Filtration 


< 10 u ' 


0.80 


0.76 


0.95 


0.76 
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Patentanspriiche 



■ h». Material frei von bestimmten pathogenen. da- 
l - Bi ° 103i ::„ aa n eine, biologiscben Material entbal- 

dur ch »-°7 n de d r aB Re " n ptor , lt einem Rezeptor Oder biganden 
tencr Ligand oder Receptor „ nrturoh e in Ligand/Rezep- 

eine s besti^ten Pa^cgens -»^ert »oau- h J ^ 

und d fibtr a ::: n ei ; ei d j.^. - 
- — — 

erlaubt . 

ten Pathogen, reagiert. — tzt wxrd. 

3 . Biologiscbes Material naen ^ i oder^ ^ ^ 
MltUoh. daB als Lrgand oder Re.epte einge se«t 
oaer Rezeptor des Pathogens reagrert. er P 
wir d, end der Ligand oder Rereptor dee Pathogen 

ist. -odurch ein Antikdrper/Anngen-Komple* 

Komplex entsteht. 

Penetrieren durchlassiger Filter erfolgt. 

i hit? 3 dadurch erhalt- 

Sedimentation erfolgt. 

6 Biologiscbes Material nach Anspruch 5. dadurch erhalUich, 
6. Biology ,,„„,e P tor-Komplexe S durch 

daB die sedimentation aes i^y- — ■ — 
Dichte-Gradientenzentrifugation erfolgt. 

7 Biologiscbes Material nach eine. der Ansprache 1 bi. 6 

I'.. v.. M*.. daB ,„r Verbesserung der abtrenn^ des L,^ 
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durch ein Agglutinin, insbesondere ein leKtin. eine 

, .in conqlutinin, ein Rheumafaktor Oder ein nicht 

polyethylenglyKol. erfolgt. 

8 Biologists Material nach ein,. der AnsprOche ! bis 7 da- 
durnh neKennzeichnet, daB es sicher frei 1st von viralen and 
m oleKu!aren Pathogenen sowie von Aggregaten Oder Ko m ple*en » 
Pathogene. 

„. Biologisches Materia! nach Anspruch 7. dadurch seKennzeich- 
Lt, da 6 das virale Pathogen ein HAV. HBV. HCV. HIV. ' ™ V - 
HGV, CMV und/oder Parvovirus ist. 

10 Biologisches Material nach einem der Ansprdche 1 bis 8 

l aB ^ lRhnBt . daB es anti-HAV-, anti-HCV-, antx-HBV 

QdUUiui yo ,v. 



QbUUiui y^-'-' " . , ^ i v 

u „d/oder anti-Parvovirus spezifische AntiKorper enthalt. 

U Biologisches Material naoh einen, der Anspruche 1 bis 9. da- 
durch geKennzeichnet, daB es eine Plas.atra.tion. «~£7Z 
pr otein-h=ltige PraKtion enthaltend BlutfaKtoren „ze etwa PaKtor 

PaKtor VI!. PaKtor VIII. PaKtor IX. PaKtor X. PaKtor XI 
Protein C, Protein S. vWF, ein Konzentrat enthaltend einen der 
g e„annte„ BlutfaKtoren. eine i™,englobuIin-haltige 
tion Oder ein Oberstand einer „ybridon,a-Zellinie. em Zellkul 
turdberstand von transrornrierten Oder infizierten Saugerzellen 
od er ein ExtraKt eines tierisohen oder 1— Gewebes ist. 

12 Verfahren zur Abreioherong von vira!en und .oleKularen 
Pathogenen und Gewinnen von biologische- Material, das archer 

pa thogcn f rei ist. dadurch geKennzeichnet . daB ein in erne™ bro- 

ogischen Materia! enthaltenor Bczeptor oder Ugand ™rt erne, 
pezeptor Oder Lrganden eines Pathogens reagiert, wodurch gegebe- 
^ L ein Ugand/Bezcptor-Ko^e* eines Ko.piezierten Patho- 
n entsteht. and gegebenen, a! is Abtrennen des ^^J- 
Lplezes dutch ein Verfahren. das die teilwerse oder vo Istan 
dine Abtrennung des Kcplcxierten Pathogens von, brologrschen 

rlsl er,aubt uno Geuinnen e.nes pathogen! reran biologrsohen 
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k !9 dadurch gekennzeichnet, daS ein 

Rezeptor-Komplex entsteht. 

• 19 ndGr 13 dadurch gekennzeichnet, 

14 . verfahren nach Anspruch 12 oder 1 

daB der L igand/Kezeptor-Ko m plex exne Dx 
Sedi.entationskoeffizienten aufwexst .Is 

. 19 his 13 dadurch gekennzeichnet, 

15 . verfahren nach Anspruch 2 bis 1 . gierung auf- 
d aB der Ligand/Rezeptor-Komplex exne hbhere gg 

weist als das freie Pathogen. 

k n bis 15 dadurch gekennzeichnet, 
16- Verfahren nach Anspruch durch Pene trie- 

daB das Abtrennen des big-*-/ — 
re n eines durchl^ssigen Filters erfolgt. 

h Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB der 
17 . verfahren nach Anspruc durchiassige n Filter zu- 
Ligand/Rezeptor-Komplex selektrv 

riickgehalten wird. 

h 16 oder 17 dadurch gekennzeichnet, 

;rsi»* — — -~~ 
„. ,„,„,„ ...» -rrr^rrrrrr'' 

daB als durchlassxger Fxlter em 

h 12 bis 13 dadurch gekennzeichnet, 

- r rrr r ~ — — 

-tation erfolgt. 

. 7n dadu rch gekennzeichnet, daB die 

tion erfolgt. 

i? bis 21, dadurch ge- 

. ... ^ P r T.igand oder Kezepw 
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23 verfahren naoh eine*, der Ansprdohe 12 bis 21. dadurch ge- 
Lic ta «, daB der „„ do. biganden ode, Kezeptor de Patho 

gens re agierende Ligand oder Bezeptor ein Agglutinin . ein Antl 
^per. I Eragment eines Antikbrpers Oder ein noon bindungs- 
fahiger Teil eines Antikorpers ist. 

24 verfahren naoh eine™ der Anspruohe 12 bis 23, daduroh ge- 
keanzeiohnet. daB der Lrgand/Hezeptor-Ko-ple* em Antikbrper,- 
Antigen-Komplex ist. 

25 verfahren naoh eine. der Anspruohe 12 bis 24, daduroh ge- 
kennzeiehnet, daB duroh Anwesenheit eines *»^^^' 
msbesondere eines Lektins, wie etwa Conoanavalrn A, Bxoxn 
Pha sin, odor von Ko m ple™ent-Ko m ponenten, von Conglutrnzn von 
Rh eu„afaktor. eine. nioht-to*isehen. wasserlbsliohen, synthetr- 
sohon polymer, wie etwa Polyethylenglykol . oder Alburn erne 
weitere Aggregierung des Komplexes erfolgt. 

26 Verfahren naoh einen, der Anspruohe 12 bis 25, daduroh ge- 
kennzeiohnet, daB duroh die weitere Aggregation eine ^ 
Kczplexdiohte erreioht wird. wodureh der Korcple* » verhesser 
ter Effizienz aus den, biologisohen Material entfernt wrrd. 

27. verfahren naoh einen. der Anspruohe 11 bis 26. daduroh ge- 
kennzeiohnet, daB das virale oder .olekulare Pathogen ausgew^Xt 
ist aus der Gruppe der Lipid-umhullten Viren, der nxcht Lrpid- 
umhullten Viren oder der Prionen. 

28 verfahren naoh Anspruoh 27, daduroh gekennzeiohnet , daB das 
Paihogen ein HAV, HBV , HCV, HIV, HEV, HDV, HGV. CMV, Parvovrrus 

etc. ist. 

29 verfahren naoh ei„« dor Anspruohe 12 bis 28, daduroh ge- 
kennzeichnet, daB als Ligand oin Antikbrper, erhaiten aus einer 
Hyperi^unglobulin-tosung Oder einen Uberstand einer Hybrrdo.a- 
Zellinie, eingesetzt wird. 

30. Verfahren nach Anspruch 29, dadurch gekennze.chnet . daB der 
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rungs ver f anre n ~ Wi rd and Antrkdrper W — 

ang ereic h ert una als Ligand eingesetzt v,rrd. 

i? hiq 30 dadurch ge- 
31 . Verfahren nach sine, aer ™™»*J 2 B-Amyloid-Antikorper 
Kennzaicdnet, a a B der Antikorpar «n antr-B M,yX 



ist. 



» ot dadurch qekennzeichnet, dafl der 
33. Veteran na. — der A r;re - ----- 



ist. 



. _ An.oruche 12 bis 33, dadurch ge- 

34. Verfahren naon — - - M ^ ria l eine Plasmaf raktion, 

ei ne P1.«P»» " h Faktor „ raktor x , 

etwa Fektor II. Faktor V Kon2e ntrat enthaitend 

Fa ktar XX. Protein P = ^ lmmunglobulin . haltig e 

;^rr rs— -~ r — 



ist. 



•■ 19 hi ^ 34 dadurch ge- 
3S . Veriadren nacd eine* der Anspru * p _ 
Xennzeichnet, aaB aas biologrsche Materrel 
tei na .it eine, M olekaiar g e U ic h t >i50 kt> antnalt. 

3 , „ na. eine„ der •T^^L^T 

. v, «■ HaR das biologische Material aen 
"rlrel parlrt U nd der .gand.^eptor-Ko.pie* zardckge- 

halten wird. 

k if. dadurch gekennzeichnet, daB das 

: ,..,„^prp eines Antikorpers, getestet wi 
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aa verfahren nach Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet , daB dem 
biologischen Material cine bekannte Menge eines bestinunten vxra- 
le n Oder molekularen Pathogens, der spezifische Liganden oder 
Rezeptoren fur den Antik5rper besitzt, zugesetzt wird, das bxo- 
logische Material enthaltend den Antikorper/Pathogen-Komplex 
erneut uber einen durchlassigen Filter gefiltert wird und dxe 
Restmenge an Pathogen in, Filtrat bestimmt wird. 

39 verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 38, dadurch ge- 
Kennzeichnet, da3 ein virusentf erntes biologisches Material ge- 
wonnen wird, das sicher frei ist von Zielviren, wobei ein Reduk- 
tionsfaktor von mindestens 7 log-Stufen erreicht wxrd. 

40 Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 39, dadurch ge- 
Kennzeichnet, daB die vollst.ndige Abtrennung des Pathogens aus 
*p» bioloqischen Material durch Bestimmung der Abreicherungs- 
rate, insbesondere durch die Bestimmung der Genom-Aguivalente 
des Pathogens, erfolgt. 

41 virusinaktivierte Immunglobulin-Losung zur Verwendung als 
Ligand in einem Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 40. 

42 Verwendung eines Verfahrens nach einem der Anspruche 12 bis 
40 zur Herstellung eines biologischen Materials, das sicher frei 
von bestimmten Pathogenen sowie frei von Aggregaten oder Komple- 
xen eines Pathogens ist. 
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